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PROCEDE D'IDENTIFICATION D'ESPECES
5 VEGETALES ET DE LEURS HYBRIDES
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L'invention a pour objet un procedé
d'identification d'espéces vegétales et de leurs
hybrides, et des taxons de rang inférieur, basé sur
l'utilisation d'un référentiel. '

Par taxons de rang inférieur, on entend en

particulier sous-espéces, variétés, sous-variétés, formes

et sous—fbrmes, ainsi que cultivars ou cépages et clones,
sans étre lié a des définitions strictes de ceux-ci.

En prenant comme exemple Vitis winifera,
V. labrusca, V. riparia ou ¥. rupestris qui sont des

vignes comme espéce végétale, il est couramment considere

‘que Vitis correspond au genre, vinifera, riparia,
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labrusca, ou rupestris. correspondent & l'espéce, gue ces
espéces combrennent plusieurs cultivafs ou cepages, parmi
lesquels divers clones. |

Les expressions "espéces végetales"” et
"hybrides", telles qQu'utilisées dans la description et
les revendications englobent, sauf" indications
contraires, les ’ta#ons. de rang inférieur qu'elles

renferment.
Dans le domaine de la vigne par exemple, de

nombreuses recherches sont effectuées pour mettre au

30
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point des méthodes de reconnaissance de cépages et, parmi

ceux-ci, de clones, permettant aux services de contrdle

de s'assurer qu'un pied de vigne, voire une bouteille de
vin, - correspond bien aux indications donneées. Leur
reconnaissance par la seule observation ampélographiqgue

est difficile et rend nécessaire le recours a des

.méthodes de laboratoire.
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Des technigques de séparation par
chromatographie ont ainsi été proposeées. Toutefois, elles
ne permettent pas une analyse globale et reproductible
des produits, une partie des tanins étant retenue sur la
colonne. De plus, ces technigques ne permettent pas de
différencier les clones entre eux.

On a également rapporté l'utilisation de la RMN
ou des techniques de génie génétique.'

Cependant, les travaux décrits, en ce Qqui
concerne la RMN, portent essentiellement sur les vins et
non sur les organes de la vigne. '

Il s'agit plus spécialement d'études sur des
produits issus de la fermentation de 1levures dans des
vins blancs, comme le glycérol, ou de produits
fermentescibles, comme les sucres, gqui ne sont donc pas
propres & la vigne.

En ce qui concerne la RMN, il s'agit de.
techniques monodimensionnelles (1H et 13C) pour
lesquelles les raies spectrales se chevauchent, ce qui
induit des erreurs dans les données d'intégration.

, Quant aux techniques de génie génétigque, elles
présentent l'inconvénient d'étre difficiles & mettre en
ocoeuvre. De plus, elles nécessitent du. personnel hautement
qualifie et des équipements de laboratoires répondant a
des nérmes strictes, ce gui ne permet pas d'envisager des

applications & 1l'échelle industrielle, compte tenu des

‘coldts qui en résultent.

La . recherche de moyens fiables de
caractérisation a conduit les inventeurs & prendre en
compte un type de composés présent dans la vigne et de-
nombreuses autres espéces végétales, et a le soumettre 4

une succession d'analyses réalisées dans des conditions

"déterminees.
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Les travaux effectués ont ainsi montré que, de

maniére inattendue, les composeés polyphénoLiques

présentént des constantes gqualitatives et gquantitatives
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_caractéristiques d'une espéce végétale et de ses hybrides

et, a 1'intérieur d'une espéce végétale et de ses
hybrides, caractéristiques de leurs taxons de rang
inférieur comme leurs sous-especes, variétés, sous -

variétés, formes et sous-formes ainsi gque cultivars ou

cépages et méme parmi ceux-ci, des clones.

L.'invention repose sur l'utilisation de ces
compbsés phénoliques pour obtenir des informations
constituant une carte d'identité d'une espéce végétale ou
d'un hybride donné et de leurs taxons de rang inférieur.

_ L'invention a donc pour but de fournir un
nouveau prdcédé de reconnaissance d'éspéces végétales et

de leurs hybrides, de leurs taxons de rang inférieur basé

"sur l'utilisation d'un référentiel permettant une

20

discrimination de grande fiabilite. '

L'invention ',vise ainsi a fournir §lus
spécialement un systéme de référence, ou banque de
données, pour une espece végétale, ou ses ‘hybrides et

leurs taxons de rang inférieur, élaboré & partir de

caractéristiques des composés phénoliques qu'elles

25
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renferment.
Selon un autre aspect, l'invention vise a

fournir des moyens pour vérifier 1la nature du rang d'un
taxon d'une espéce végéfale ou d'un hybride a contrédler.

Elle vise également des~moYens pour contrdler a
partir d'un produit issu d'un matériau végétal,
1'appartenance de ce dernier a un takon de rang inférieur .
d'une espeéce veégétale ou d'un hybride.

Le procédé, selon l'invention, d'identification
d'une espéce végétale, ou de ses hybrides, ou d'un taxon
de rang inférieur de cette espéce ou de ses hybrides, est
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caractérisé en ce gu'on soumet un extrait essentiellement
constitué par des composés polyphénoliques, provenant
d'un matériau .végétal donné de ladite espece ou hybride,
de leurs  taxons de rang inférieur, ou d;un produit

élaboré &a.partir de ces matériaux, a au moins une analyse

par RMN multidimeqsionnelle, suivie d'une analyse
qguantitative des signaux et du traitement statistique des
données d'intégration, conduisant a l'obtention de
données caractéristiques de 1'espéce végétale, de

l‘hybfide, ou de leurs taxons de rang inférieur.

L'exploitation des données des cartes de RMN
obtenues selon i'invention, concernant les extraits
polyphénoliques des materiaux et produits étudiés, permet .
de disposer -d'une technigue de reconnaissance de grande
fiabilité des taxons de rang inférieur auxquels
appartiennent ces matériaux, ou 4 partir desquels sont
obtenus ces produits. Cette fiabilité implique la
réalisation des extractions et des analyses dans les
mémes conditions.

D'une maniéere avantageuse, ces données
s'avérent constantes pour un matériau donné, ce qui
permet leur utilisation pour élaborer un systeme de
référence ou de banque de données constituant une
signature du potentiel geéneétique des taxons de rang
inférieur étudiés.

Selon un mode préfére de réalisation de
l'invention, les extraits polyphénoliques sont soumis &
une analyse RMN hétéronucleaire 1H-13C, procurant des
informations sur la structure des polyphénols preésents
dans les extraits.

On a plus spécialement recours a une analyse
bidimensionnelle (2D).

Au moyen d'une détection protonique, en

utilisant d’'une maniere avantageuse une sonde de
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détection dite  inversée 1H-13C, donc de grande
sensibilité 1lH, on établit les corrélations entre le 1lH
et le 13C (taches de corrélation) par. le biais de leur
couplage mutugl. |

De maniére avantageuse, on a plus spécialement
recours a& l'analyse HMBC '(Heteronuclear Multiple Bond
Connectivity), qui établit des - corrélations
hétéronucléaires 1H-13C a longue distance. On voit ainsi
le couplage entre les protons et les carbones 13 distants
de deux ou trois liaisons. |

La séquence d'impulsions utilisée est plus
spécialement celle d'une HMBC-GAS (Gradient Accelerated
Spectroscopy) - ﬁes impulsions de gradients de champ.
magnétique sont envoyées au Cours de l'expérienCe, ce gqui
permet une .suppression satisfaisante des pics centraux,
c-a-d horizontalement sur le milieu du - spectre ne
contenant pas d'informations, et ceci avec un temps
d'expérience réduit dans les "conditions de la mise en
ceuvre du procédé par rapport a l'HMBC sans gradients.

De plus, ‘les cartes HMBC-GAS présentent
1l'avantage d'une plus gfande lisibilité. En effet, elles
ne contiennent pas de trainées verticales '("tl noise)
situées a la fréquence de chaque signal et ﬁrqvenant de
1'imperfection du systéme d'élimination de tels éignauk
dans le cas de '"détection en .quadraturé" dans les
expériences sans gradients. , '

Les intérférogrammes (FID) sont tout d'abord
multipliés par une fonction sinusoidale carrée pour
augmenter le rapport sighal/bruit (S/B) et subissent une
Transformée de Fourier en magnitude.

En variante, .ou en plus dé 1 'analyse . HMBC-GAS,
on soumet 1'extrait polyphénolique & une analyse HMQC
(Heteronuclear Multiple Quantum Correlation). Cette
analyse  permet d'étudier les corrélations hétéro-
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nucléaires entre les 1lH et les 13Cc situés a une seule

liaison. Les interférdgrammes (FID) sont tout d'abord

multipliés par une fonction sinusoilidale carrée pour

augmenter le rapport S/B, et subissent une Transformée de
Fourier, mais dans ce cas-la en amplitude, puis ils sont
phasés.

Dans une autre variante, utilisée seule ou en
combinaison avec l'analyse HMBC-GAS et/ou HMQC, on soumet
1l'extrait a étudier & une analyse HMQC -~HOHAHA
(HOmonuclear HArtman HAhn). Cette analyse permet de voir
non seulement le couplage d'un carbone 13 avec le proton
qu'il porte directement, mais également avec tous les
protons gqui sont couplés & ce dernier. Les principaux
pafamétres expérimentaux correspondent 3 ceux de 1'HMQC
aﬁxquels est ajouté un "temps de mélange" (spin-lock).

Pour réaliser ces expériences, il est
avantageux d'utiliser un spectrométre équipé d’un-systéme
de régulation de la température tres stable, afin
d'éviter des perturbatiohs'suf les cartes de RMN.

Les taches de corrélation des analyses RMN sont
ensuite intégrées et les données obtenues font 1l'objet
d'une analyse statistique multidimensionnelle.

» L'intégration correspond au calcul du volume de
chaque'pic de corrélation en additionnant tous les points
présents dans le secteur délimité autour de chaque tache
de corrélation, chaque tache de corrélation étant
digitalisée en points d'intensité variable. ‘

L'ensemble des données d'intégration est soumis
a une analyse multidimensionnelle.

On a ainsi plus spécialement recours a
l'anzclyse de variance (ANOVA), et/ou a 1l'analyse en
composantes principales (ACP), et/ou a l;analyse

factorielle discriminante (AFD).
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L'ANOVA permet de sélectionner les taches de
corrélation (variables) qui apportent le plus

d'informations.
L'ACP représente les individus (clones) dans un

espace a deux dimensions, les individus étant
initialement présents dans un espace & N dimensions (N =
nombre de variables sélectioconnées). Cette analyse permet
d'étudier les individus dans ‘l'espace des composantes
principales, de maniére a pouvoir déterminer 1l'existence
possible de groupes et d'anomaiies. A

L'AFD est utilisée pour discriminer de maniere
optimale les groupes prédéfinis de clones. o -

Le recours a 1'ANOVA permet de sélectionner les
variables les plus riches'enAinformations; On rappelle
que cette technique repose sur le calcul d'un facteur F .
proportidnnel au rapport de la variance calculée tous
groupes confondus sur.la somme des variances calculées a

l'intérieur de chaque groupe pré-défini. Dans le cas-de

la vigne, ces groupes sont les cépages, Oou les clones.

20

25

30
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Les variables pour lesquelles F est le plus élevé. sont
retenues pour'l'ACP et 1'AFD. La réduction de ce nombre
de variables avant de procéder = & 1l'analyse
multidimensionnelle permet de s'assurer de 1l'obtention de
résultats fiables. De tels résultats sont obtenus avec un
rapport némbre d'échantillons/nombre de variables
supérieur a 3. 7 ' _

A Une fois 1le nombre de variables réduit, une
analyse en composantes- brincipales, ACP, est effectuée
sur les données. Cette technique calcule de nouvelles.
variabies (composantes princibales orthbgonales) par
combinaison linéaire des vafiables originales, & partir
de ;'ensemble des individus (cépages, clones) auxqguels
sont - associés . des caractéeres gquantitatifs. Ces

composantes principales permettent de distinguer le mieux
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possible les individus, sans présupposer 1l'existence de
regroupements parmi les individus.

L'analyse est réalisée sur des données brutes.
On obtient une représentation des individus dans un plan
a deux dimensions ou le premier axe calculé posséde la
plus grande vériance conduisant a la plus gradde
dispersion des individus sur cet axe. Cette analyse
permet de detecter l'existence de groupes ou d'individus
atypiques.

Pour discriminer de maniere optimale les
individus constitués de sous-groupes définis (variétes, -
cultivars, clones...), ces distinctions n'étant pas
exhaustives, ni limitatives, par les résultats de 1'ACP,
on réalise avantageusement une AFD. A cet effet, on
calcule de nouvelles variables, combinaisons 1linéaires
des variables originales, en recherchant un centre de
gravité pour chaque groupe le plus éloigné possible.
L'AFD est ensuite utilisée pour l'affectation d'individus

supplémentaires a l'un des groupes précédents.

Les étapes qui précédent sont avantageusement
réalisées sur les exfraits polyphénoliques totaux d'un
matériau végétal de 1l'espéce végétale ou de 1'hybride a
étudier, ou d'un produit élaboré a partir de cette espéce
végétale ou de cet hybride, ce matériau et ce produit
étant appelés ci-aprés matiéres premiéres.

Ces matiéres'premiéres sont soumises & une et,

avantageusement, plusieurs extractions réalisées dans des

conditions identiques. Oon utilise des solvants
drganiques, le cas échéant additionnés d'eau. Des
solvants approprieés comp;ehﬁent 1'acetone, l'acétate
d'éthyle, l'éther, seuls ou en mélange.

Pour des commodités de manipulation, il est
avantageux d'utiliser ces extraits sous forme
lyophilisée.
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Les matiéres premiéres proviennent d'espéces
végétales ou de leurs hybrides possédant des organes
végétaux riches en composes pxﬂyphenollques. Oon citera
tout particuliérement la vigne, le champ de 1l'invention
s'étendant toutefois & la reconnaissance d'autres tanins
que ceux de la vigne, comme les tanins oenologiques de
pin, de chéne, ou de noix de galle. _

_ La technique de différenciation de l'invention
présente également un ‘grand ‘intérét poﬁr la
reconnalssance de différentes variétés d'arbres frultlers
(par exemple de pommiers), ou de varieétés florales
(notamment de rosiers), oOu encore de plantes médicinales.
Les organes végétaux utilisés pour 1l'obtention des
extraits sont choisis , avantageusement, en tenant compte
de leur richesse en composés polyphénoliques et de leur
traitement facile. Il s'agit par exemple de feuilles, de
graines, de pépins ou, le cas échéant , d'écorces ou de

pétales de fleurs.

Les produits é&laborés a part r de l'espéce .ou
de 1' organe végétal comprennent du jus de fruits, ou des
produits issus de- leur fermentation, comme le vin ou la
biére.

L'invention fournit ainsi les moyens, a partir
du contenu polyphénolique d'un extrait ‘de végétal,
d'établir un ensemble de données caractéristiques d'une
espéce vegetale ou de ses hybrides et selon un aspect de
grand intérét, de taxons de rang inférieur de cette
espéce végétale ou de ses hybrides.

Compte-tenu du caractere constant obtenu pour
ces données, dans les conditions énoncées ci-dessus, ces
derniéfes sont  utilisées " selon l'invention’ pour
cons*tituer une banque servant de référentiel. '

Ce référentiel est donc établi,  par

accumulation de résultats, en opérant dans des conditions
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identiques, pour une espéce végétale et ses hybrides, ou
pour les taxons .de rang inférieur, selon l’orgahe végétal
ou le produit élaboré a partir de 1'organe végétal, d'ou
sont extraits les composés polyphénoliques.

L' invention vise un procéde d'identification
d’'une espéce végétale ou de ses hybrides et de leurs
taxons de rang inférieur, caractérisé en ce gu'on soumet
un ektrait provenant d'un organe végétal, ou d'un produit
élaboré a partir de cet organe ou de 1l'espéce végétale,
de ses hybrides et de leurs taxons de rang inférieur, &
une analyse par RMN multidimensibnnelle et au traitement
des données de RMN comme indigué ci-dessus, et on compare
les résultats obtenus- aux données d'un référenciel
correspondant a 1l'espece.

L'invention fournit ainsi les moyens de
contrdler avec une grande precision une origine et, par
la, un ensemble de gqualités d'un matériau végétal ou d'un
produit élaboré a partir de ce matériau, comme les jus de
fruits ou des produits issué de leur fermentation comme
le vin ou la biére. _ ’

D'autres caractéristiques et ~avantages de
1'invention sont donnés dans les exemples gqui suivent aux

fins d'illustration.
Dans ces exemples, il est fait référence aux
figures 1 a 17, qui représentent respectivement :
- les figures 1 - 3, représentent
respectivement les cartes de 1'HMBC-GAS, 1'HMQC et
1'HMQC-HOHAHA d;extraits de peépins de raisin du clone

Merlot Noir 343,
- la figure 4, les résultats de 1'ANOVA sur

1 'HMBC d'extraits de pépins de différents cépages,
- la figure 5, la classification hiérarchique

pour ces cépages (sur HMBC-GAS),
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- les figures 6 et 7, les résultats

respectivement de 1'ACP et de 1'AFD sur 1'HMBC-GAS de ces

cépages,

» - les figures '8, 9 et 10, 1les résultats de
1 'ANOVA sur 1'HMBC-GAS, respectivement de Merlot Noir,

Cabernet Franc et Cabernet Sauvignon,
' - les figures 11, 12 et 13, les résultats de

1'ACP sur 1'HMBC-GAS, respectivement de Merlot Noir,

Cabernet Franc et Cabernet Sauvignon,

- les figures 14, 15 et 16, les résultats

correspoﬁdant de 1'AFD,

- la figure 17, la carte de 1'HMBC-GAS

gradients de feuilles de vigne de Cabernet Sauvignon, 337,

et )
- la figure 18, les résultats .de 1l'ANOVA sur

1'HMBC-GAS de feuilles de vigne.

Exemple 1 : Etude d'extraits de pépins de:

raisin.

Oon rapporte' un' protocole opératoire applique

aux pépins de raisin de clones de trois cépages .

I1 s'agit des cépages de Cabernet Franc (en

abrégée CF), Cabernet Sauvignon (en abrégé CS), et. Merlot
Noir (en abrégé MN) et des clones : N° 312, 332, 331,
330, 187 de Blangquefort et, N° 312, 332, 331 de

Montagne, pour CF : N° 335,>337, 339, 341, 191 pour CS et
N° 181, 343, 346, 347, 348 pour MN.

Ce protocole opératoire comprend : I. l'extraction des
polyphénols :; II. l'analyse RMN des extraits obtenus
III. l'intégration des données de 1l'analyse RMN : et 1IV.

une analyse statistique de ces résultats.

.Chacune de ces étapes est détaillée Ci-aprés.

BNSDOCID: <WO___9618911A1_I_>
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I.

Trois extraits de chagque clone ont été preépares

en procédant comme suit :

On fait macérer 50 g de pépins de raisins secs
pendant 24 heures & l'abri de la lumiére dans 60 ml de

mélange acétone/eau (2/3).

On soumet le mélange & une étape de lixiviation

pendant 15 minutes. On récupeéere une premiére fraction.

On ajoute 310 ml du méme mélange de solvant aux
pépins macérés et on le soumet & une lixiviation pendant

10 a 12 heures. On récupére une deuxieme fraction.

On réunit les deux fractions et on evapore

1l'acétone sous pression réduite & 30°C.

On extrait 1la solution restante par de

1'acétate d'éthyle (ACCEt), selon le schéma suivant
Volume AcCOEt (ml) Agitation
200 10 min
100 5 min
100 _ 5 min
50 ' 5 min

Les deux couches sont alors centrifugées pour

éliminer l'interface insoluble.

Aprés évaporation de 1l'acétate d'éthyle, on

dissout l'extrait dans 1'eau, puis on le lyophilise.
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Le rendement d'extraction est de 29/100g de

pépins secs environ.

Les. extraits polyphéncliques des  pépins
renferment principalement des flavanols, catéchine et
épicatéchine, répondant aux formules suivantes, ainsi que

leurs polyméres.

oH
?H _ /) CH
M HO o \\'l
HO O~ ' |
CH : ~ épicatéchine -
cctéchine '

II.'Analgsg_pax_BMH

Une quantité d'extrait identique pour chague
(100 mg) est dissoute dans du diméthyl sulphoxyde
(DMSO-d6) et ' | '
expériences sont enregistrées pour chaque extrait :

clone

.deutérié analysée par RMN 2D. Trois

BNSDOCID: <WO___9618911A1_)_>
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On utilise une sonde de détection dite inversée
1y-13c, qui présente 1 'avantage d'une trés grande

sensibilité 1H.
On obtient

- le spectre du proton par projection sur 1'axe

horizontal,

- le spectre du carbone 13 par projection sur

1'axe vertical, .

- les  corrélations entre ces deux noyaux

. (taches de corrélation de la carte 2D) par le biais de

leur couplage mutuel.

Expérience 1 @ Analyse HMBC (ref 1) donnant les
corrélations hétéronucléaires (1H-13C) a longues
distances (2JC-H et 3JC-H).

Les références numériques "ref. 1" et suivantes
sont précisées dans la partie "Bibliographie"” en fin de

description.

La séguence d'impulsion utilisée est celle

d'une HMBC -GAS.

Les paramétres d'acquisition sont les suivants.
La fréquence d'excitation dans la dimension lH est . de
5S00,14021 MHz et de 125,7728'MHz dans 1la dimehsion_l3C.
La fenétre speétrale est de 5319,15 Hz dans la dimensiaon

1H et de 27670,02 Hz dans la dimension 13C.

Chaque signal de préceésion libre (FID) est
digitalisé sur 2048 points et 512 expériences sont
enregistrees dans la dimension 13c. Les données
d'acquisition sont tout d'abord multipliées par une

sinusoide carrée pour augmenter le rapport signal/bruit
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(sS/B) et subissent une Transformée de Fourier en.
magnitude. Pour chaque expérience, 16 FID sont accumules.

Le temps d'expérience est de 4 h.

Expérience 2 : Analee HMQC (ref 2) donnant les

S corrélations hétéronucléaires (1H-13C) directes (1JC-H).

Les prinéipaux paramétres d'acquisition des

données sont les suivants.

La frégquence d'excitation dans la dimension 1H

est de 500,139658 MHz et de 125,7672 MHz dans 1la

10 dimension 13C. La largeur spectrale est de 3787,88 Hz
dans la dimension lH et de 16520,27 Hz dans celle du 13c.

Chaque FID est digitalisé sur 2048 points et

256 exbériences sont enregistrées dans la dimension 13¢
contre 512 expériences pour 1'HMBC-GAS. Cette réduction

15 du nombre d'expériences détériore la résolution des
taches de corrélation dans la dimension 13C, mais permet

de conserver ﬁn temps d'expérience identique a celui de
1'HMBC. Pour chaque -expérience, 32 FID sont accumulés

pour parvenir A& un rapport S/B convenable. Le temps

20 d'expérience est de 5 h.

Les données d'acquisition sont tout d'abord
multipliées par une fonction sinusoidale carrée  pour
augmenter le rapport S/B et subissent une Transformée de

Fourier en amplitude, puis sont phasées.

25 Expérience 3 : HMQC-HOHAHA (ref. 3) donnant les
corrélations hétéronucléaires (1H-13C) relayées aux

protons couplés. .

Les principaux paramétres expérimentaux

correspondent a ceux de 1'HMOC auxquels est ajouté

un

30 temps de mélange" (spin-lock).

BNSDOCID: <WO__9618911A1_I_>
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Les trois expériences sont enregistrées a 303
K. Le spectrométre est équipé d'un systéme de régulation
de 1la température tres stable, ce qui évite des
perturbations sur les cartes RMN, comme des trainees au

niveau des taches de correlation.
Les cartes de RMN obtenues a 1'issue de chacune

de ces trois expériences sont données respectivement sur

les figures 1 a 3.

ITI. Intégration

L'information contenue dans les cartes RMN 2D
de chaque clone est traduite en données numérigques par'le
calcul du volume de chaque pic de corrélation en

utilisant un systéme informatisé.

A cet effet, on délimite des secteurs autour de
chaque tache de corrélation et le volume est calculé en
additionnant tous les points présents dans le secteur
(chaque tache de corrélation est digitalisée en points

d'intensité variable).

Les données obtenues font ensuite 1l'objet d'une

‘analyse statistique multidimensionnelle.

IV. B 1 . . 1tidi . 1] i

o t

IV.A. apalyse des cépages :
a) analyse de variance ( ANOVA)

Par analyse de variance, on sélectionne les
raches de corrélation (variables) qui apportent le plus

d'informations (ref 4 et 5).
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Pour les données obtenues avec 1'HMBC-GAS, qui
sont représentées sur la figure 4, les variables les plus

discriminantes (F supérieur & 150) sont les suivantes

N° 22, 25, 27, 28, 31, 32, 34, 35, 37, 38, 42 et 44.

Ces variables correspondent ' principalement -
des taches de corrélation de lH entre 2 et 3 ppm d'une

part et entre 6 et 7 ppm d'autre part.
b) analyse hiérarchique des individus

on procede ensuite & une classification

hiérarchique des individus de telle sorte que les

distances entre eux solent fonction de leur similarité et

ceci sans présupposer 1'existence de groupes.

Comme le montre la figure 5, qui représente
1'analyse des élusters, les cépages sont assez bien
différenciés puisque seuls les ‘échantillons marqués d'gn

astérisque sont mal classés. ’ A '
} Ces échantillons correspondent aux clones 191
de CS et 343 de MN. Les données d'intégration mettent en
évidence qu'ils ‘présentent des cafaCtéristiques

différentes des clones issus des mémes cepages.

c) anaiyse en composantes principales (ACP)

. Cette analyse (ref 6, 7 et 8) permet  une

analyse des individus (clones) dans un espace -a deux

dimensions, les individus étant initialement présents

dans. un espace ‘4 N dimensions, N étant le nombre de
varicbles sélectionnées. On étudie ainsi la structure des
individus de maniére & pouvoir déterminer l1'existence

possibie de groupes et d'anomalies.

BNSDOCID: <WO___9618911A1_I_>
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Les résultats obtenus représentés sur la figure
6, pour F supérieur a 30, montrent que les cepages sont

dans 1'ensemble bien différenciés.

Les clones & l'intérieur du cépage CS sont
également bien différenciés, avec une plus ou moins
grance similarité des clones.

I1 n'en est pas de'_méﬁe pour les autres
cépages, ce qui résulte vraisemblablement du choix de
variables selon le critere du cépage, qgui ne sont pas

discriminantes pour les clones- des cépages CF et MN.

d) analyse factorielle discriminante (AFD)

Cette analyse dispose les échantillons dans un
espace a deux dimensions de maniere & avoir les
parycentres des groupes pré-définis (ref 6, 7 et 8) les
plus éloignés possibles, cec1 en construisant des axes
discriminants qui sont des combinaisons linéaires des
variables de départ. On rapporte sur la figure 7 les
résultats de 1'AFD obtenue & partir des données -de
1 'HMBC-GAS (F supérieur a 150). ' ‘

Oon constate qgue dans 1l'ensemble les cépages

sont bien sépares.

Etude des modeles statistigues

Pour valider la technique de
discrimination des cépages et des clones, la robustesse
des modéles a éteé testée par des tests statistiques (Test
de Jacknife et Vvalidation croisée).

Chaqﬁe individu a été enlevé successivement,
avec remise a la population de départ puis une AFD a été
effectuée et les coordonnees de 1' individu enlevé ont éeté
calculées a 4part1r des équations dlscrlmlnantes on
vérifie élors si 1'individu est affecté dans le bon

groupe. On considere que la technigque est validée
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lorsqu'on obtient des éguations discriminantes stables
quelque soit 1'individu enlevé et gque le p@urcentage

d'individus bien classés est élevé.

A chaque opération, de nouveaux axes

discriminants ont été cbtenus

x1=a11Var1 + alearz P + alpVarp

X2=_a:>_1Var1 + aszarz + ... + aszarp

xn;anIVarl + anéVarz ... + atharp

Xn : axes discriminants

n : nombre a'individus'

anp ° coefficients des axes diécriminahts

Varp : piéme.vafiable sélectionhée par ANOVA

A partir de cés données, plusieurs célculs ont été
efféctuésﬁ -

Pour connaitre 1° lmportance des coefficients des modéles

et leur stablllte, la moyenne (m) et, 1'écart-type (EC)

de chaque coefficient ont été calculés.

Le barycentre de chague groupe a égalemeht été

calculé a chague opération et chaque individu affecté au

groupe ‘dont 1le centre de gravite était le plus proche de
lui. On peut calculer ainsi 1le pourcentage d'individus.
bien classés a chaque fois et étudier le taux ‘de bon
classement et la stablllte du classement pour - chaque

groupe et pour tous les groupes réunis.
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Les moyennes (m) et écart-types (EC) des

coefficients des axes 1 et 2 sont donnés ci-apreés (nombre
d'individus : 45 données brutes) -
Moy. Axe 1l Coef. . m Axe 2
- EC Var EC
Coef. 1 24.2 351 14.5 - 288 3.56
Coef. 2 20.5 2.28 11.1 2.75 1.64
Coef. 3 13.7 4.17 30.4 42 3.89
Coef. 4 20.9 : 2.51 12 21 2.35
Coef. 5 294 2.36 80.3 2.11 222
Coef. 6 32.7 2.56 7.82 30.4 2.07
Coef. 7 11.4 3.75 33 23.3 2.54
Coef. 8 11.4 3.7 325 18.2 3.95
Cocef. S 13.9 2.15 155 5.79 2.19
Coef.10 237 2.17 .9.17 5.56 2.68
Coef.11 4.23 1.34 31.7 12.8 1.84
Coef.12 4.36 1.44 32.9 5.84 2.08

Les calculs effectués pour 1 'HMBC-GAS montrent

qgue pour 1l'axe l, les. coefficients 1, 2, 4, 6 et 10 sont

les plus importants dans le modéle et ont une bonne

ctabilité (Ecart-types faibles). Compte tenu des valeurs

des coefficients, on éen déduit que ce sont les variables

Coef.
Var.

12.4
39.6
9.25
11.2
105

6.85
10.9
21.6
37.8
482
14.3

- =

33.7
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22, 25, 28, 32, 37 et 38 qui sont les plus influentes

pour la construction de l'axe 1.

Pour l'axe 2, les coefficients 1, 3, 4, 6 et 7
sont les plus importants dans le modéle et ont une bonne
stabiliteé (Ecaft-types faibles). Compte tenu des valeurs
des coefficients, on en déduit que ce sont les variables
22, 27, 28, 32 et 34 Qui sont les plus influentes pour la

construction de l'axe 2.
Les pourcentages.d'individus bien classés sont

de 99,85 pour les CF et les MN et de 100 pour les CS, les
clones CF312mg et CF331Mg sont responsables du

pourcentage des CF du fait de leur proximité des MN.

A La discrimination des cépages'de vigne a l'aide
des données RMN de 1'HMBC-GAS constitue donc bien une
technique fiable compte-tenu des résultats statistiques.

Iv.2 analxsa_des_cinnes

Pour la reconnaissance des clones, les cépages

ont été analysés séparémment.
- Analyse ANOVA

On rapporte sﬁr les figures 8, 9 et 10, les
valeurs de F dans‘l'analyse.de variance, obtenues d'aprés
les spectres RMN HMBC-GAS, respectivemént pour les clones
des cépages MN, CF et CS.

On indique ci-aprés pour chaque cépage la

valeur de F sélectionnée et les variables choisies :

Merlot Noir : F > 10 ; variables choisies : 3,

4, 6, 9, 12, 34, 37 :

BNSDOCID: <WO___9618911A1_|_>
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Cabernet Franc : F > 30.5 ; variables choisies:

7., 22, 23, 25, 34, 36, 37, 38, 39, 43

Cabernet- Sauvignon : F > 55 ; variables
choisies : 3, 6, 7, 9, -39, 45, 47.

- Analyse ACP

Les résultats de l'analyse ACP sur 1'HMBC-GAS
des extraits polyphénoliques de pépins pour MN, CF et CS,

sont respectivement rapportés sur les figures 11, 12 et

13.

On constate pour le Merlot Noir une tendance a
se regrouper par cloheAexcepté les individus MN 181 bt et

MN 346 bt 194.

Pour le Cabernet Franc, les clones ont tendance
a former des groupes avec plus ou moins de similitudes

entre eux.

Les clones différant uniguement par le terroir

(312, 331, 332) se différencient trés nettement.

Dans le cas du Cabernet Sauvignon, on remarque

une bonne séparation des clones.
- Analyse AFD

Les résultats de 1'analyse factorielle
discriminante sur 1'HMBC-GAS des extraits de pépins de
raisin sont donnés sur 1les figures 14, 15, et 16
respectivement pour MN (F > 10), CF (F > 30,5) et CS (F >
55).

On. obtient dans les 3 cas une bonne

différenciation des clones.
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La différenciation des cépages et des clones
par intégration des corrélations de 1'HMBC-GAS constitue
donc bien. une technique fiable.

V-mwmmues_dimnéﬂs_ablﬂmlﬁs

5 L]
part.

On applique les technigques rapportées ci-dessus
aux données des spectres de 1'HMQC et de l'HMQC—HOHAHA
pour les cépages et les clones. ‘ '

10 : © On obtient dans les deux <cas une bonne
discrimination.. ' ' “

Exemple 2 : Etude d'extraits de feuilles de
‘vigne. ' ' ' ' -

» On - prépare des extraits polyphénoliques de
15 . feuilles de vigne & partir ‘des cépages et clones
suivants: ’ - '
Cépages Merlot Noir MN . clones : 343 et 347
Cabernet Sauvignon CS  clones : 335 et 337
Cabernet Franc CF clones : 312 et 187

BNSDOCID: <WO___9618911A1_1_>
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I. Extraction des polyphénols

On fait macérer 50 g de feuilles séches pendant

24 heures & 1l'abri de la lumiére dans 500 ml de mélange

acétone/eau (2/3).

On soumet le mélange & une étape de lixiviation

lente pendant 1 a 2 heures.

On fait évaporer 1'acétone sous pression
réduite a 30°C. Un précipité vert composé principalement
de chlorophylle et de cires se forme.

Pour éliminer les cires et la chlorophylle, on
a recours a une étape de centrifugation et & une

extraction a l'éther.

On soumet le mélange & une centrifugation pour

séparer les deux phases.

La solution restante est extraite par de

l1'éther éthylique (Et20) selon le shéma suivant :

V Et20 (ml) Agitation
100 10 min
100 5 min
100 A S min

On scumet 1la phase restante & une étape
d'évaporation pour éliminer l'éther résiduel, puis on
extrait la solution restante par l'acétate d'éthyle, en

opérant comme suit
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V AcCOEt (ml) Agitation
200 . 10 min
100 | | ' Svmin
100 5 min
100 S min
100 : o 5 min
100 S min
100 5 min
1100 | S min

On - évapore, ensuite l'acétate d'éthyle sous
pression réduite et on reprend le soluté par l'eau pour
iyophiliser.

Les extraits polyphéncliques obtenus sont
essentiellement formés de flavonoides, guercetine et
isoquercitrihe, ces composés reépondant aux - formules

suivantes :

Q-Glucose

HO O

quercétine isoquercitnine

Le rendement d'extraction est de 3g/lOOg de feuilles

séches environ.

BNSDOCID: <WO___9618911A1_1_>
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II Analyse RMN

50 mg d'extrait sont dissous dans 0,5 ml de
DMSO-d6. Pour le premier extrait de chaque clone, trois
HMBC-GAS sont enregistrées, et pour le second extrait,
une seule expérience est ‘enregistrée pour veérifier 1la
reproductiblité de la techhique d'extraction.
Les paramétres expérimentaux sont les suivants:
fréquence d'excitation de 1H: 500,1412769 MHz
et de 13C: 125,7728 MHz;
fenétre spectrale de lH: 14,489 ppm et de
13c: 220 ppm. ' '
Le nombre d'accumulations par expérience esf_de
12. Chaque interférogfamme (FID) est digitalisé sur 2048
points et 512 expériences sont enregistrées dans la
dimension 13C. La durée de l'expérience est de 2 h. Les
données sont multipliées par une fonction sinusoidale-
carrée et subiséent une Transformée de Fourier en mode

magni tude.
On a représenté sur la figure 17 1la carte de

RMN obtenue.
III Analyse statistique -
a) ANOVA

On rapporte sur la figure 18 les résultats de

1l'analyse ANOVA des données des spectres de 1'HMBC-GAS.

Les variables les plus discriminantes sont les

suivantes (F>60) : N° 113, 115, 117 et 118.

Ces variables correspondent aux taches de correlation des

14 a Q§= 12,5 ppm avec les carbones a SN = 99 ppm,

S= 145 ppm, S='16l ppm etgf= 163 ppm.
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Ces caractéristigues sont celles d'un proton
d'un hydroxyle qui est 1lié par l'établissemnent d'une
liaison hydrogéne avec un carbonyle, ce type de protons
se retrouve dans les flavonoides qﬁi sont les comﬁoéés

S majoritaires des extraits de feuilles de vigne.
b) Classification hiérarchique.

En opérant comme iﬁdiqué pour les extraits de
pépins de raisin, on obtient une différenciation des

cépages, en pafticulier du cépage CS.
10 : c) Analyses ACP et AFD '

Dans. ces deux expériences, réalisées comme
indiqué plus haut, les clones sont d'une maniére générale

bien sépares.

Les résultats montrent: qﬁe les extraits de

15  feuille permettent également de déceler une spécificité
du contenu polfphénolique de chague cépage, ou de chaque
clone, puisque des différences apparaissent entre les

clones et les cépages.

BNSDOCID: <WO___9618911A1_I_>
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REVENDICATIONS

1. Procéde d'identification d'une espece
végétale ou de ses hybrides et des taxons de rang
inférieur de cette espéce végétale ou de cet hybride,
caractérisé en ce gu'on soumet un extrait essentiellement
constitué par des composés polyphénoliques, provenant
d'un matériaﬁ végétal de la dite espéce vegétale ou du
dit nhybride et de leurs taxons de rang inférieur, ou d'un

"produit élaboré a partir de ce matériau, & au moins une

15

20

25

30
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analyse par RMN multidimensionnelle, suivie d'une analyse
quantitative des signaux et du traitement statistiqﬁe des
données d'intégration, conduisant a l'obtention. de
donnees caractéristiques de 1l'espéce végeétale, de
1'hybride et des taxons de rang inféerieur.

2. Procédé selon la revendication 1,
caractérisé en ce que les extraits peolyphénoliques sont
soumis a une analyse hétéronucléaire 1x-13C
bidimensionnelle.

3. Procédé = selon’ la revendication 2,
caractérisé en ce qu'on effectue une analyse HMBC, plus
spécialement une HMBC-GAS.

4. Procédé selon la revendication 2 ou 3,
caractérisé en ce qu'on efectue une analyse HMQC.

5. Procédé selon l'une des revendications 2 a
4,.caractérisé en ce qu'on effectue une analyse HMQC-
HOHAHA.

6. Proceéedé selon 1'une des revendications
précédentes, caractérise en ce que les paramétres
d'acquisition, fréquence d'excitation dans la dimension
1H, fréquence d'excitation dans la dimension 13C et les

fenétres spectrales dans les deux dimensions sont
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déterminés spécifiquement pour chague type d'analyse et

.que chaque interférogramme (FID) est multiplié par une

fonction sinusoidale carrée pour augmenter le rTapport

Signal/Bruit et subit une Transformée de Fourier en mode

magnltude dans le cas de 1'HMBC-GAS et en mode amplitude,
puis phasé, dans le cas d'une HMQC ou d'une HMQC-HOHAHA.
7. Procédé selon l'une des revendications

précédentes, caractérisé en ce que les taches de

corrélation des analyses RMN sont ensuites intégrées et
Jes données obtenues font l'objet d'une analyse
statistique multidimensionnelle.

8. Prbcédé selon - l'une des revendications
précédentes, caracterisé en qu'on effectue une analyse de
variance (ANOVA), et/ou a une analyse en composantes
principales (ACP), et/ou une analyse factorielle

discriminante (AFD).
9. Procédé selon 1l'une des revendications

précédentes, caractérisé en ce qu'il est réalisé sur les.

extraits polyphéndliques totaux d'un matériau végétal de
l'espéce & étudier, ou d'un produit élaboré a partir de
cette espéce ou d'un organe végétal.

10. | Procédé selon la revendication 9,

caractérisé en ce gque le matériau-  végetal provient

- d'espéces possédant des organes végétaux riches en

composés polyphénoliques ou en tanins, comme la vigne, le
pin, le chéne, 1la noix de galle,'q'arbres fruitiers, de
variétés florales, ou de plantes médicinales. ‘
11. Procédé selon la revendication 10,
caractériéé en ce que les organés végétaux sont des

feuilles, des graines, des pépins et, le cas échéant, des

écorces, ou des pétales.

12. Proceédeé selon la revendication 9,

caractérisé en ce que le prodﬁit élaboré a partir du
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matériau végétal est du jus de fruit, ou des produits
issus de leur fermentation, comme le vin ou la biere.

' 13. Procédé selon l'une des revendications
précédentes, caractérisé en ce qu'il est utilisé pour
établir un référentiel par accumulation de résultats
d'analyses effectuées, en opérant selon les dispositions
définies dans les revendications qui précédent, sur un
matériau ou un produit d'une espéce veégétale ou d'un
hybride donné, ou des taxons de rang inférieur de cette
espéce végétale ou de cet hybride, les matériaux ou
produits étant traités dans des conditions identiques.

14. Procédé pour le contrdle de l'origine et/ou
la qualité d'une espéce végétale, d'un hybride, ou des
taxons de rang inférieur de cette espéce végetale ou. de
cet hybride, céractérisé en ce gu'on soumet un extrait
provenant d'un organe végétal, ou d'un produit élaboré a
partir de cet organe, ou de l'espéce végétale ou de
1l'hybride, ou des taxons de rang inférieur, ‘& une analyse
par RMN, suivie du traitement des données de RMN comme
défini dans 1'une des revendications 1 & 12, et de 1la
comparaison des résultats aux données d'un référentiel
correspondant a l'espéce végétale, a 1l'hybride, ou aux
taxons de rang inférieur de cette espece végétale ou de
cet hybride, auquel 1l'élément & analyser est supposé
appartenir. '

15. Proceédé selon 1l'une quelconque  des
revendications précédentes, caractérisé en ce qu'il est
appliqué a 1l'identification de cépages et de clones de

vigne.
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